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Резюме.  Целью нашего исследования было оценить распространенность скрытой формы хронического гепа-

тита В у доноров крови в Санкт-Петербурге, а также охарактеризовать выявленные изоляты вируса. В работе 

использованы 2800 образцов плазмы крови, полученные в 2019 г. от доноров крови, проживающих в Санкт-

Петербурге. Методом ИФА определяли HBsAg, anti-HBs IgG, anti-HBcore IgG. ДНК ВГВ выявляли методом 

гнездовой ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени» по трем мише-

ням, позволяющим определять ДНК вируса при низкой вирусной нагрузке, в том числе при HBsAg-негативном 

хроническом гепатите В. Серологические маркеры гепатита В выявили у 69,43% обследованных, HBsAg об-

наружен у 0,43% лиц, причем все они сдавали кровь впервые. Показано достоверное превышение встречае-

мости антител анти-HBcore IgG среди первичных доноров (15,1%) по сравнению с повторными/регулярными 

(7,48%). Встречаемость ДНК вируса в группе составила 3,14%, в том числе 2,71% случаев, представляющих со-

бой HBsAg-негативный ХГВ. На основании филогенетического анализа 88 изолятов определены субгенотипы 

ВГВ в следую щих соотношениях: D1 и D2  — по 40,91%, D3 и A2 — по 9,09%. При определении серологиче-

ского подтипа обнаруженных изолятов преобладал серотип ayw3 (52,27%) по сравнению с ayw2 (46,59%) и adw2 

(10,23%). Мутации лекарственной устойчивости, включая компенсаторные, выявлены у шести обследованных 

(6,82%). Во всех изолятах генотипа D определены множественные аминокислотные замены в регионах RT, SHB, 

MHB, LHB, Core, мутации preCore региона выявлены у 21,59% образцов. В MHR области генома ВГВ генотипа D 

определены 26 позиций, в которых происходили аминокислотные замены, причем у всех изолятов показаны 

модификации в положениях 113, 114, 131, 134, 159, 161, 168, у 76 — в положении 122, у 68 — в положении 127, 

у 36 — в положении 118, у 24 — в положении 128. У изолятов ВГВ A2 определены мутации T113S, S143T, Y161F. 

В preCore регионе девяти изолятов выявлен полиморфизм, включающий стоп-кодон W28*W, в этой же позиции 
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у пяти изолятов показана замена W28S, у еще одного образца определен вариант W28*S. Высокая частота встре-

чаемости HBsAg-негативных случаев ХГВ среди доноров крови, а также преобладание изолятов ВГВ, несущих 

одновременно мутации, приводящие к диагностической неудаче тес тов на HBsAg и профилактической неэф-

фективности иммуноглобулина или вакцин и реактивации вируса, а также мутации, способствующие прогрес-

сированию заболевания, очевидно несет угрозу здравоохранению и нуждается в дальнейшем изучении.

Ключевые слова: вирус гепатита В, скрытый гепатит В, серологические маркеры, молекулярно-биологические маркеры, 

вариабельность ВГВ, генотипы, клинически значимые мутации, безопасность крови, лабораторная диагностика.
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Abstract. The aim of this study was to assess the prevalence of occult hepatitis B infection among blood donors in St. Petersburg, 

as well as to characterize the identified virus isolates. The study material was represented by 2800 blood plasma samples col-

lected in 2019 from blood donors living in St. Petersburg. The ELISA study for HBV marker rate consisted of HBsAg, anti-HBs 

IgG, anti-HBcore IgG. HBV DNA was analyzed by nested PCR with real-time hybridization-fluorescence detection on three 

targets allowing to determine virus DNA at low viral load, including HBsAg-negative chronic hepatitis B. Hepatitis B serologi-

cal markers were detected in 69.43% of those surveyed, HBsAg was found in 0.43% of individuals, and all of which donated blood 

first time. A significant excess of the anti-HBcore IgG antibodies occurrence among primary donors (15.1%) compared with 

repeated/regular donors (7.48%) was shown. The prevalence of virus DNA in the group was 3.14%, including 2.71% of cases 

in HBsAg-negative CHB. Based on phylogenetic analysis of 88 isolates, HBV subgenotypes were determined in the follow-

ing order: D1 and D2, 40.91% each, D3 and A2, 9.09% each. While determining the serological subtype in detected isolates, 

the serotype ayw3 (52.27%) vs ayw2 (46.59%) and adw2 (10.23%) prevailed. Drug resistance mutations, including compensa-

tory ones, were detected in six examined patients (6.82%). In all genotype D isolates, multiple amino acid substitutions were 

identified in the RT, SHB, MHB, LHB, and Core regions; mutations in the preCore region were detected in 21.59% samples. 

In the MHR of the HBV genotype D genome, twenty-six positions were identified in which amino acid substitutions occurred, 

and all isolates showed modifications at positions 113, 114, 131, 134, 159, 161, 168, in 76 — at position 122, in 68 — at position 

127, in 36 — at position 118, in 24 — at position 128. In HBV A2 isolates, mutations T113S, S143T, Y161F were identified. Nine 

isolates in the preCore region showed a polymorphism including a stop codon W28*W; in five isolates the W28S substitution 

was shown in the same position, and the W28*S variant was found in one more sample. The high incidence of HBsAg-negative 

CHB cases among blood donors, as well as the predominance of HBV isolates that simultaneously carry mutations resulting 

in diagnostic failure of HBsAg tests and prophylactic failure of immunoglobulin or vaccines and virus reactivation, mutations 

that contribute to disease progression obviously pose a threat to health and require to be further examined.

Key words: hepatitis B virus, occult hepatitis B, serological markers, molecular biological markers, HBV variability, genotypes, clinically 

significant mutations, blood safety, laboratory diagnostics.

Введение

Вирусный гепатит В (ГВ) представляет собой 

серьезное инфекционное заболевание печени, 

вызываемое вирусом гепатита В (ВГВ), пере-

дающимся при контакте слизистых оболочек 

с зараженной кровью или другими жидкостями 

организма [45]. Частота развития хронического 

вирусного гепатита В (ХГВ) обратно пропорцио-

нальна возрасту больных: хронизация при ин-

фицировании в возрасте до 5 лет превышает 90%, 

в то время как у взрослых только 5% инфекции 

приводят к ХГВ. У 20–30% больных ХГВ разви-

вается цирроз и рак печени. К настоящему вре-

мени в мире около 2 млрд человек заражены ВГВ 

и, по разным данным, от 290 до 360 млн из них 

больны ХГВ, причем только около 30,4 млн зна-

ют о своем заболевании [46]. Несмотря на деся-

тилетия изучения, внедрение эффективных вак-

цин и терапию, обеспечивающую контроль ре-

пликации вируса, современные противовирус-

ные препараты не способны привести к полной 

элиминации ВГВ у пациентов с хроническим 

заболеванием [29]. Связано это с особенностями 

жизненного цикла патогена, включающего 

длительное сохранение кольцевой ковалентно 

замкнутой ДНК (ккзДНК) вируса в ядрах ге-

патоцитов и ее способностью становиться ма-

трицей для субгеномных и прегеномных РНК. 

Используя РНК-полимеразу II хозяина, кзкДНК 
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транскрибирует несколько мРНК с перекрыва-

ющимся 3'-концом: precore и прегеномную РНК 

протяженностью около 3500 нуклеотидов (нт), 

поверхностную мРНК 2400/2100 нт и X-мРНК 

размером 700 нт. Посредством обратной транс-

крипции прегеномной РНК, катализируемой 

вирусной полимеразой, реплицируется ДНК 

ВГВ в цитоплазматическом нуклеокапсиде [40]. 

В результате этого явления одной из естествен-

ных форм течения ХГВ является скрытый ГВ 

(скГВ), при котором в периферической крови 

больного не обнаруживают HBsAg, однако ви-

рус сохраняется в виде ккзДНК в гепатоцитах, 

в связи с чем ДНК ВГВ выявляют в тканях пе-

чени и/или в крови. Однако выявление ДНК 

вируса в плазме крови затруднено из-за край-

не низкой вирусной нагрузки и ограниченной 

чувствительности большинства используемых 

в рутинной лабораторной практике диагности-

ческих наборов [36]. В связи с тем, что при скГВ 

уровень HBsAg в плазме крови больного не-

значителен, а вирусная нагрузка не превышает 

200 МЕ/мл, в большинстве случаев составляя 

25 МЕ/мл и менее, выявляемая разными иссле-

довательскими командами распространенность 

данной формы заболевания варьирует и зависит 

от встречаемости ВГВ в изучаемой популяции 

в целом, программы вакцинации против ГВ, 

особенностей обследуемых групп, факторов 

рис ка, чувствительности используемых мето-

дов. Кроме того, однократное тестирование мо-

жет привести к ложнонегативному результату 

анализа, в то время как многократное тестиро-

вание образцов в динамике оптимально для до-

стоверного определения патогена [37]. Так, ниж-

ний предел обнаружения многих коммерческих 

диагностических тестов на HBsAg составляет 

0,05 МЕ/мл. Было показано, что среди негатив-

ных образцов, протестированных с помощью 

таких наборов, до 48% случаев оказываются 

позитивными при использовании тест-систем 

с пределом обнаружения 0,005 МЕ/мл [35].

Клиническая значимость скГВ остается дис-

куссионным вопросом, так как, с одной сторо-

ны, низкая, не определяемая рутинными диа-

гностическими наборами, вирусная нагрузка 

и отсутствие HBsAg в крови больного — именно 

тот результат, к которому стремятся при лечении 

ХГВ. С другой стороны, скГВ является факто-

ром риска ускоренного прогрессирования забо-

левания печени, цирроза и гепатоцеллюлярной 

карциномы при хроническом вирусном гепати-

те С (ХГС) и других заболеваниях печени раз-

личного генеза [24, 26, 44]. Показан также повы-

шенный риск развития ГЦК у больных скГВ без 

иных сопутствующих заболеваний печени [41]. 

Кроме того, при HBsAg-негативном ХГВ есть 

вероятность реактивации вируса при иммуно-

супрессии. Так, реактивация была показана 

почти у 40% пациентов, получающих иммуно-

супрессивную терапию и/или химиотерапию 

при онкологии и иных заболеваниях [22, 38, 39].

В связи с вышесказанным, особого внимания 

заслуживают доноры крови, так как переливание 

крови и ее продуктов представляет собой значи-

мую часть терапии при тяжелых состояниях раз-

личного генеза, а донор со скрытым ХГВ может 

стать источником инфицирования реципиен-

тов [11, 19]. Поскольку инфицирую щая доза со-

ставляет приблизительно 3,5 МЕ/мл, для выяв-

ления ДНК вируса у доноров крови необходимо 

использовать высокоспецифич ные и чувствитель-

ные ПЦР-наборы (нижний предел обнаружения 

2–5 МЕ/мл), а также не использовать при диагнос-

тике минипулы, значительно снижающие чув-

ствительность анализа [20]. Однако стандарти-

зированных методов, обеспеченных программой 

внешнего контроля качества, в настоящее время 

не существует, а общие рекомендации подразуме-

вают исполь зование вариаций ПЦР (nested-ПЦР, 

капельная цифровая ПЦР), направленных на ам-

плификацию, как минимум, двух различных ге-

номных областей ВГВ. Важно при этом, чтобы 

анализ был одинаково эффективен для различ-

ных генотипов и субгенотипов вируса [10, 21, 36]. 

Гиподиагностика ВГВ в группах риска и группах, 

потенциально связанных с распространением ви-

руса (в первую очередь — доноры крови), остает-

ся серьезным препятствием на пути ликвидации 

вирусного гепатита В как угрозы общественному 

здравоохранению [45]. Чрезвычайно важно опре-

делять встречаемость скГВ в регионах мира среди 

здоровых доноров крови для оценки вероятности 

передачи ВГВ посредством переливания крови 

и необходимости модификации стратегий отбора 

доноров для снижения риска. Последующее ге-

нотипирование обнаруженных изолятов и выяв-

ление клинически значимых мутаций могут слу-

жить важным эпидемиологическим инструмен-

том для изучения путей распространения вируса, 

а также его географической эволюции.

Целью нашей работы было оценить распро-

страненность скрытой формы хронического гепа-

тита В у доноров крови в Санкт-Петербурге, а так-

же охарактеризовать выявленные изоляты вируса.

Материалы и методы

В работе были использованы 2800 образцов 

плазмы крови, полученные в 2019 г. от доноров 

крови, проживающих в Санкт-Петербурге. Все 

обследованные дали письменное информи-

рованное согласие на участие в исследовании. 

На проведение данного исследования было по-

лучено согласие локального Этического коми-

тета ФБУН НИИЭМ имени Пастера.

В рамках исследования определяли следую-

щие серологические и молекулярно-биологичес-
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кие маркеры ХГВ: HBsAg, антитела анти-HBs 

IgG, анти-HBcore IgG, ДНК ВГВ. Тестирование 

проводили в двух повторах с применением ком-

мерчес ких наборов «ДС-ИФА-HBsAg», «ДС-ИФА-

АНТИ-HBsAg», «ДС-ИФА-АНТИ-HBc» (НПО 

«Диа гностические Системы», Россия) и «Векто-

геп B-HBs-антиген», «ВектоHBsAg-антитела», 

«Гепа Бест анти-HBc-IgG» (АО «Вектор-Бест», 

Россия), согласно инструкциям производителя.

Экстракцию нуклеиновых кислот осущес-

твляли с использованием коммерческого набо-

ра «АмплиПрайм Рибо-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, 

Россия). Предварительно для всех образцов 

проводили концентрирование вирусных частиц 

ультрацентрифугированием плазмы крови в те-

чение 1 ч при 24 000g, +4°С.

Выявление ВГВ методом полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуорес-

центной детекцией в режиме «реального времени» 

проводили двумя способами: с использованием 

коммерческого диагностического набора реа-

гентов «АмплиСенс® HBV-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, 

Россия), согласно инструкции производителя, 

а также с применением разработанной в ФБУН 

«Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии 

и микробиологии имени Пастера» технологии 

выявления в биологическом материале ДНК па-

тогена при низкой вирусной нагрузке на основе 

гнездовой ПЦР с детекцией по трем мишеням, 

поз воляющей выявлять ДНК ВГВ, в том числе при 

HBsAg-негативном ХГВ [5]. Прямое секвенирова-

ние нуклеотидных последовательностей полных 

геномов выявленных изолятов ВГВ и филогене-

тический анализ проводили как описано ранее [2].

Статистическую обработку данных произ-

водили с помощью пакета программ MS Excel, 

Prizm 5.0 (GraphPad Software Inc.). При оцен-

ке статистической погрешности использова-

ли «точный» интервал Клоппера–Пирсона. 

Результаты представлены с указанием 95% до-

верительного интервала (95% ДИ). Для оценки 

достоверности различий численных данных, 

полученных при парных сравнениях, использо-

вали, в зависимости от характеристик выборок, 

точный критерий Фишера или критерий Хи-

квадрат с поправкой Йейтса. В качестве порога 

достоверности отличий было определено значе-

ние вероятности p < 0,05.

Результаты

Оценка половозрастной структуры показа-

ла превалирование мужчин (71,71%) в обследу-

емой группе. Возраст варьировал от 18 до 64 лет, 

при ранжировании доноры в возрасте 18–20 лет 

составили 3,14% (95% ДИ: 2,53–3,86%) общей 

группы, в возрасте 21–30 лет — 35,57% (95% ДИ: 

33,8–37,38%), 31–40 лет — 32,57% (95% ДИ: 30,84–

34,34%), 41–50 лет — 22,57% (95% ДИ: 21,03–

24,17%), 51–64 года — 6,14% (95% ДИ: 5,28–7,1%). 

В обследованной группе первичные доноры со-

ставляли 768 человек, то есть 27,43% случаев.

Серологические маркеры ГВ выявили 

у 69,43% (95% ДИ: 67,68–71,13%) обследованных 

лиц (табл.).

У 12 первичных доноров выявлен HBsAg, 

что составило 0,43% от общей группы, 1,56% 

(95% ДИ: 0,81–2,71%) от подгруппы первичных 

доноров, 0,62% от всех серопозитивных лиц. 

Показано достоверное превышение встречае-

мости антител анти-HBcore IgG среди пер-

вичных доноров (15,1%; 95% ДИ: 12,64–17,84%) 

по сравнению с повторными/регулярными 

(7,48%; 95% ДИ: 6,37–8,71%) — χ2 = 37,428 при 

p < 0,0001, число степеней свободы (degrees 

of freedom — df) = 1. Среди обследуемых до-

норов крови серопозитивные мужчины пре-

валировали в общей группе (48,14%; 95% ДИ: 

46,28–50,01%) по сравнению с женщинами 

(21,29%; 95% ДИ: 19,78–22,85%), как и в группе 

серопозитивных людей, где мужчины пред-

ставлены в 69,34% (95% ДИ: 67,24–71,39%) 

случаев. При этом встречаемость маркеров 

ГВ у женщин (75,25%; 95% ДИ: 72,09–78,22%) 

Таблица. Распределение серологических маркеров гепатита В (HBsAg, анти-HBс IgG, анти-HBs IgG) 

в обследованной группе и среди серопозитивных лиц

Table. Distribution of the hepatitis B serological markers (HBsAg, anti-HBc IgG, anti-HBs IgG) in the examined group 
and among seropositive individuals

Выявленные 
серологические маркеры 

в сыворотке крови

Revealed blood serum 
serological markers 

Доноры крови (n = 2800), доля 
от общего числа обследованных лиц

Blood donors (n = 2800), percentage out 
of total number of individuals

Серопозитивные доноры крови (n = 1944), 
доля от числа лиц с серологическими 

маркерами гепатита В

Seropositive blood donors (n = 1944), percentage 
of number of individuals with hepatitis B 

serological markers 
HBsAg 12 (0,43%; 95% ДИ: 0,22–0,75%) 0,62%, (95% ДИ: 0,32–1,08%)
HBs IgG 1616 (57,71%; 95% ДИ: 55,86–59,55%) 83,13%, (95% ДИ: 81,39–84,77%)
HBc IgG 268 (9,57%; 95% ДИ: 8,51–10,72%) 13,79% (95% ДИ: 12,28–15,4%)
HBc IgG + HBs IgG 48 (1,71%; 95% ДИ: 1,27–2,27%) 2,47% (95% ДИ: 1,83–3,26%)
Серонегативные лица

Seronegative individuals
856 (30,57%; 95% ДИ: 28,87–32,32%) –
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достоверно выше, чем у мужчин (67,13%; 95% 

ДИ: 65,03–69,18%) — χ2 = 17,648 при p < 0,0001, 

df = 1, как и встречаемость антител анти-HBs 

IgG: 69,7% (95% ДИ: 66,36–72,88%) у женщин 

и 52,99% (95% ДИ: 50,78–55,19%) — χ2 = 64,976 

при p < 0,0001, df = 1. Напротив, распростра-

ненность антител анти-HBcore IgG выше среди 

доноров-мужчин (11,16%; 95% ДИ: 9,81–12,61%) 

по сравнению с женщинами (5,56%; 95% ДИ: 

4,07–7,39%) — χ2 = 20,578 при p < 0,0001, df = 1.

Методом гнездовой ПЦР с детекцией в ре-

жиме «реального времени» по трем вирусным 

мишеням ДНК ВГВ зарегистрировали у всех 

HBsAg-позитивных, а также у 76 HBsAg-

негативных (2,71%; 95% ДИ: 2,14–3,39%) чело-

век. Встречаемость ДНК вируса среди доноров 

крови составила 3,14% (95% ДИ: 2,53–3,86%). 

Наибольшая часть изолятов ВГВ была получе-

на от мужчин — 90,91% (95% ДИ: 82,87–95,99%), 

распространенность ДНК вируса среди мужчин 

(3,98%; 95% ДИ: 3,17–4,94%) достоверно превы-

шала таковую у женщин (1,01%; 95% ДИ: 0,44–

1,98%) — χ2 = 16,502 при p < 0,0001, df = 1. В груп-

пе ДНК ВГВ-позитивных доноров преобладали 

люди в возрасте 31–40 лет (45,45%; 95% ДИ: 34,8–

56,42%), затем 41–50 лет (27,27%; 95% ДИ: 18,32–

37,81%), 21–30 лет (18,18%; 95% ДИ: 10,76–27,84%), 

51–64 лет (9,09%; 95% ДИ: 4,01–17,13%), у доноров 

в возрасте 20 лет и младше ДНК вируса не вы-

явили. При анализе серологических и молеку-

лярно-биологического маркеров только у 23,88% 

(95% ДИ: 18,9–29,45%) HBsAg-негативных доно-

ров с изолированными антителами анти-HBcore 

IgG определили ДНК ВГВ. Напротив, 84,21% 

(95% ДИ: 74,04–91,57%) случаев скГВ серопози-

тивны по анти-HBcore IgG.

На основании филогенетического анали-

за 88 изолятов показано, что в обследованной 

группе преобладал ВГВ генотипа D (90,91%; 

95% ДИ: 82,87–95,99%), в восьми случаях вы-

явлен генотип A (9,09%; 95% ДИ: 4,01–17,13%). 

При этом среди пациентов с ВГВ генотипа D 

в равных долях были представлены субгеноти-

пы D1 и D2 — по 45% каждый, D3 — 10%. Таким 

образом, у доноров крови представлены субге-

нотипы ВГВ в следующих соотношениях: D1 

и D2 — по 40,91% (95% ДИ: 30,54–51,91%), D3 

и A2 — по 9,09% (95% ДИ: 4,01–17,13%) (рис.).

На основе анализа нуклеотидной последо-

вательности консервативной области детерми-

нанты «а» HBsAg определены серотипы вирусов, 

характеризующие их антигенную специфич-

ность. При определении серологического подти-

па обнаруженных изолятов преобладал серотип 

ayw3 (52,27%; 95% ДИ: 41,35–63,04%), в несколько 

меньшем количестве представлен серотип ayw2 

(46,59%; 95% ДИ: 35,88–57,54%) и в значительно 

меньшем — adw2 (10,23%; 95% ДИ: 4,78–18,53%). 

При этом для ВГВ генотипа A и субгенотипа D2 

определены только серотипы adw2 и ayw3 соот-

ветственно, в то время как среди изолятов субге-

нотипа D3 обнаружены серотипы ayw2 и, в мень-

шей степени, ayw3. Интересно отметить, что, 

хотя большинство ВГВ субгенотипа D1 характе-

ризовались серотипом ayw2, один изолят при-

надлежал к серотипу adw2.

У HBsAg-негативных и позитивных изолятов 

генотипа D определены множественные амино-

кислотные замены в регионах RT, SHB, MHB, 

LHB, Core. Мутации preCore региона выявлены 

у 21,59% (95% ДИ: 13,53–31,65%) образцов. В то же 

время у одного из изолятов ВГВ A2 в указанных 

областях выявлено не более трех естественных 

замен, а у другого — представлены клинически 

значимые мутации, связанные с устойчивостью 

к лекарственным препаратам. Полиморфизм 

preCore области у ВГВ A2 не показан.

Мутации лекарственной устойчивости L180M 

и M204V (резистентность к ламивудину, телби-

вудину, частичная резистентность к энтекавиру) 

выявлены у двух изолятов субгенотипа A2 и од-

ного субгенотипа D2, еще для одного изолята D2 

определена мутация M204I. Кроме того, все изо-

ляты A2 имели замену L217R в S-регионе. У двух 

изолятов субгенотипа D1 обнаружена компенса-

торная мутация S202G. Мутация M129L опреде-

лена в двенадцати случаях.

В регионе главной гидрофильной области 

(Major Hydrophilic Region — MHR) ВГВ генотипа D 

определены 26 позиций, в которых происходили 

аминокислотные замены: C107G, I110S/L, P111Q, 

T113S, T114A/S, T118A/V, K122R, T125M, T127P, 

A128V, Q129R, G130A, N131T, F134Y, C138W, C139G, 

S143P/L, G145E, P151H/R/S, A157G/P, A159G, 

Y161F, W163*W, E164K, W165*W, V168A. Причем 

у всех изолятов показаны модификации в положе-

ниях 113, 114, 131, 134, 159, 161, 168, у 76 — в положе-

нии 122, у 68 — в положении 127, у 36 — в положе-

нии 118, у 24 — в положении 128. У изолятов ВГВ A2 

определены мутации T113S, S143T, Y161F.

В preCore регионе девяти изолятов выяв-

лен полиморфизм, включающий стоп-кодон 

W28*W, в этой же позиции у пяти изолятов по-

казана замена триптофана на серин, у еще од-

ного образца определен вариант W28*S. У девя-

ти изолятов определены мутации G29D.

Непосредственно в регионе Core генотипа D 

определены следующие позиции, в которых про-

исходили аминокислотные замены: T12S, S21T/

H/A/Q, F24Y, V27L, D29Q, A34T, E40D/Q, A41P, 

P45H, S49T, L55I, E64D, M66L/R, T67N/S, A69V/S, 

N74G/V, E77D, D78H, P79Q, A80I/T, D83E, N87S, 

V89D, N90H, T91N, N92H, M93V, L95I, I97F/L, 

I105V, T109S, F110L, E113Q/D, L116V/I, Y118D, 

W125, I126, P130A, A131T, P135S, N136D, T142L, 

L143R, T147C, V149I, R151P, D153*, R154*, S157T, 

Q179K, S183P. У изолятов ВГВ A2 определены му-

тации P50H, I59V, I105L, T109M, R151C, Q179K.



1134

Инфекция и иммунитетЮ.В. Останкова и др.

Обсуждение

Полученные нами данные о значительном 

преобладании кадровых доноров по сравнению 

с первичными не противоречат данным показа-

телей деятельности службы крови Российской 

Федерации, согласно которым в 2019 г. общее чис-

ло доноров крови и/или ее компонентов в стране 

составило 1 278 520 человек, в том числе 343 555 

первичных доноров [8]. Выявленная нами более 

высокая встречаемость серологических маркеров 

ГВ у женщин по сравнению с мужчинами, несмо-

тря на общее преобладание мужчин как в груп-

пе доноров в целом, так и среди серопозитивных 

лиц, обусловлена антителами анти-HBs IgG (69,7% 

у женщин, 52,99% у мужчин), являющимися, ве-

роятно, по большей части следствием вакцина-

ции против ВГВ. Связано это, по всей видимости, 

с более ответственным подходом женщин к сво-

ему здоровью и к донорству крови. Напротив, 

преобладание антител анти-HBcore IgG в группе 

мужчин по сравнению с женщинами косвенно 

подтверждает это предположение. Встречаемость 

анти-HBcore IgG в нашей группе (9,57%) сопо-

ставима с данными по Санкт-Петербургу в 2019 г. 

Вариабельность распространенности маркера 

в разных группах доноров крови зависит от многих 

факторов и показана в других регионах мира. Так, 

например, среди доноров в Иране распространен-

ность анти-HBc IgG составляет от 2,1 до 11,5% [27]. 

Сочетание анти-HBcore IgG с анти-HBs IgG харак-

терно для ранее инфицированных и выздоровев-

ших людей с естественной иммунизацией, но так-

же может указывать на контакт обследуемого 

Рисунок. Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей полных геномов ВГВ, 

выделенных от доноров крови, в сравнении с представленными в международной базе данных 

GenBank референсными последовательностями

Figure. Phylogenetic analysis of complete HBV genome nucleotide sequences isolated from blood donors compared 
with the reference sequences presented in the GenBank international database
Примечание. Референсные последовательности обозначены кодами GenBank с указанием генотипа и региона 
происхождения образца. В качестве внешней группы использована нуклеотидная последовательность ВГВ шерстистой 
обезьяны AY226578. Исследованные в настоящей работе образцы обозначены белыми ромбами (HBsAg+) и черными 
ромбами (HBsAg–). Даны значения bootstrap � 70.
Note. Reference sequences are designated with GenBank codes indicating the genotype and geographic region of the sample 
origin. The Woolly Monkey HBV nucleotide sequence AY226578 was used as the outer group. The samples studied here are 
marked by white (HBsAg+) and black diamonds (HBsAg–), respectively. Bootstrap values � 70.
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с вирусом после вакцинации. Представленность 

данного серологического профиля в нашем иссле-

довании сопоставима с его распространенностью 

у доноров крови в Саудовской Аравии (6,3%) [13] 

и практически в 2 раза ниже, чем в Марокко 

(14,12%) [23].

В настоящей работе HBsAg выявлен у 12 пер-

вичных доноров, то есть 0,43% от общей группы, 

что несколько выше количества отводов от до-

норства в связи с обнаружением данного маркера 

в 2019 г. (0,14%) [8], но отличия могут быть связаны 

с объемом выборок. В то же время в РФ в 2019 г. 

выявление HBsAg стало причиной 1,41% брака 

от всех случаев брака консервированной крови, 

1,86% от всех случаев брака клеток крови и 1,8% 

от всех случаев брака плазмы, в то время как брак 

по причине повышенной активности АЛТ соста-

вил 22,2, 50,92 и 42,34% соответственно. Число 

доноров, отведенных от донорства в связи с обна-

ружением HBsAg, составило 0,14%, практически 

в 2 раза ниже, чем отведенных в связи с выявлени-

ем антител к вирусу гепатита С (ВГС) — 0,31% [8]. 

Минимальные доли первичных и повторных до-

норов, у которых выявлены маркеры ВГВ, были 

зафиксированы в Северо-Западном федераль-

ном округе. Частота отводов первичных доноров 

по этой причине составила 0,11%, повторных — 

0,01%, тогда как отводов в связи с выявлением ан-

тител анти-ВГС — 0,45 и 0,06% соответственно [9]. 

Сходное соотношение показано в отделении 

переливания крови ФГБОУ ВО «Первый Санкт-

Петербургский государственный медицинский 

университет им. акад. И.П. Павлова», где отвод 

доноров в 2019 г. в связи с выявлением HBsAg со-

ставил 0,02%, а в связи с выявлением анти-ВГС — 

0,12% [6]. Однако, как известно, антитела к ВГС 

определяют приблизительно у 110 млн человек, 

а обладающий репликативной активностью ви-

рус — у 80 млн из них [16], то есть как инфициро-

ванных ВГС, так и хронически больных гепати-

том С людей значительно меньше, чем инфици-

рованных ВГВ и больных ХГВ. Заболеваемость 

же вирусными гепатитами в РФ достаточно вы-

сока в целом, но интенсивность эпидемическо-

го процесса гепатита С ниже, чем гепатита В [3]. 

Таким образом, большее количество отводов 

от донорства из-за выявленных маркеров ВГС, 

чем из-за маркеров ВГВ, поднимает вопрос: 

были ли обнаружены все случаи ГВ, достаточно 

ли было применяемых скрининговых методов? 

Выявленная нами ДНК ВГВ у HBsAg-негативных 

доноров крови очевидно отвечает на этот вопрос 

отрицательно.

Среди HBsAg-негативных доноров крови (n = 

2788) ДНК ВГВ выявлена у 76 человек, то есть 

в 2,85% случаев. Данное обстоятельство указы-

вает на необходимость внедрения в рутинную 

диагностику молекулярно-генетических методов 

высокой чувствительности, позволяющих иден-

тифицировать вирус при низкой нагрузке. В соот-

ветствии с Таорминским консенсусом, для досто-

верного выявления патогена использовали ПЦР 

с детекцией по трем вирусным мишеням [5, 36].

Скрытый ГВ подразделяют на серонегатив-

ный, то есть без выявляемого уровня серологи-

ческих маркеров в плазме крови, и серопозитив-

ный, сопровождающийся антителами против 

HBcAg и/или против HBsAg [36]. Большинство 

выявленных нами случаев представлено серо-

позитивным по анти-HBcore IgG скГВ (84,21%). 

Поскольку механизм развития серопозитивного 

скГВ связан с потерей HBsAg как после разреше-

ния острого гепатита В, так и после длительного 

HBsAg-позитивного ХГВ, больные серонегатив-

ным скГВ могут быть таковыми с момента инфи-

цирования, но могут и постепенно терять антите-

ла, а при бессимптомном течении обследуемые, 

вероятно, не знали о своем диагнозе, то есть опре-

делить по какому пути шло развитие заболевания 

не представляется возможным. Хотя, согласно 

литературным данным, скГВ не менее чем в 80% 

случаев является серопозитивным, что согласу-

ется с полученными результатами, в некоторых 

группах и регионах распространенность сероне-

гативного скГВ превышает 20%. Так, ранее нами 

было показано преобладание серонегативной 

формы скГВ среди доноров крови в Казахстане 

(87,3%) [34]. Не исключено, что высокая час тота 

встречаемости серонегативного скГВ в Казахстане 

связана с эндемичностью региона по вирусным 

гепатитам, однако в Гвинейской Республике, где 

распространенность ВГВ крайне высока, среди 

значительного количес тва доноров крови с скГВ 

только 17,95% случаев были серонегативны [1]. 

Причины, по которым в тех или иных группах 

населения разных стран преобладает серонега-

тивный скГВ, еще предстоит выяснить.

Отдельного внимания заслуживает распре-

деление геновариантов ВГВ в обследуемой груп-

пе. Несмотря на десятилетия, посвященные 

изучению вируса, взаимосвязь между геноти-

пами ВГВ и клиническим профилем заболева-

ния остается не до конца раскрытой из-за слож-

ного взаимодействия между вирусом, хозяином 

и факторами окружающей среды. В целом, наи-

более распространенные в России генотипы D 

и A чаще приводят к хронизации, причем гено-

тип A ассоциирован с лучшим ответом на тера-

пию интерфероном, в то время как генотип D 

плохо поддается такому лечению, что усугубля-

ется свойственным генотипу большим коли-

чеством мутаций [28, 43]. Преобладание гено-

типа D и наличие некоторой доли генотипа А 

типично для России в целом и для СЗФО в част-

ности [42]. Однако в то время как в качестве доми-

нантного, достигающего в регионе распростра-

ненности 80% и выше, описан субгенотип D2, 

среди исследованных в настоящей работе изо-
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лятов в равных пропорциях представлены субге-

нотипы ВГВ D1 и D2 — по 40,91%. Ранее мы опи-

сывали генотипические профили ВГВ некоторых 

групп на территории СЗФО. Так, у военнослужа-

щих с ХГВ анализ субгенотипов демонстрировал 

некоторое повышение встречаемости субгено-

типов D1 и D3, но в целом распределение было 

со значимым преобладанием D2: D2 — 58%, D1 — 

20,9%, D3 — 16,3%, A2 — 4,8% [4]. У лиц с впервые 

выявленным ВИЧ и коинфекцией ВГВ, включая 

скрытую форму заболевания, распространение 

геновариантов сходное: D2 — 55,6%, D1 — 22,2%, 

D3 — 13,9%, А2 — 8,3% [7]. Тем не менее при 

сравнительном анализе не выявлено достовер-

ных различий в распределении геновариантов 

в группе доноров крови и в группах больных ХГВ 

и ВИЧ/ВГВ. Таким образом, показанное нами 

относительно повышенное количество ВГВ D1 

и пониженное D2 может быть связано как с огра-

ниченным объемом выборки, увеличение кото-

рой приведет к выявлению свойственного для 

региона распределения геновариантов, так и с ис-

тинным ростом встречаемости ВГВ D1 в Санкт-

Петербурге за счет постоянного притока ВГВ-

инфицированных мигрантов из стран Средней 

Азии. Понимание истинного распределения 

генетических вариантов вируса имеет большое 

значение, так как, несмотря на постепенные из-

менения генотипических профилей ВГВ в раз-

ных географических регионах, способствующие 

появлению и циркуляции все новых вариантов, 

распространение генотипов/субгенотипов все же 

ограничено, а характеристика их в популяции 

способствует эпидемиологическому анализу, от-

слеживанию моделей передачи ВГВ и объема вве-

дения импортированных штаммов [33].

Антигенная специфичность ВГВ определяет-

ся третичной структурой детерминанты «а», вхо-

дящей в главный гидрофильный регион (MHR) 

генома вируса, на основе которой выделяют 

девять основных серотипов: ayw1, ayw2, ayw3, 

ayw4, ayr, adw2, adw4, adwq, adr, adrq. В целом 

между серотипами и генотипами показана ста-

тистически достоверная связь: adw связан с ге-

нотипами A, B, F, G, H, adr — с С, ayw — с D и E, 

однако возможны и исключения [47]. В нашей 

работе при определении серологического под-

типа в группе доноров крови преобладал серо-

тип ayw3 по сравнению с ayw2 и adw2. Не выяв-

лено разницы между HBsAg-позитивными и не-

гативными случаями ГВ относительно распре-

деления серотипов. Изолят HBV_OBI_SPb132 

субгенотипа D1 обладал нехарактерной для ге-

нотипа D последовательностью в регионе детер-

минанты «а» — AAAAAACCTGGAACC — и, со-

ответственно, серотипом adw2. Уникальной 

такая находка не является, но, несомненно, за-

служивает внимания, так как может представ-

лять собой завозной случай.

Показанная нами изменчивость регионов 

генома ВГВ генотипа D согласуется с данными 

о высокой естественной вариабельности генома 

данного геноварианта, ассоциированной с хро-

низацией и прогрессированием заболевания, 

а также с низким ответом на терапию на основе 

интерферона [43]. Выявление компенсаторного 

полиморфизма S202G свидетельствует о потен-

циальной возможности распространения вари-

анта вируса, развитие в котором мутаций устой-

чивости к энтекавиру будет сопровождаться 

высокой репликативной активностью патогена. 

В связи с этим необходимо с вниманием отно-

ситься к обнаружению компенсаторных мута-

ций даже при отсутствии фармакорезистент-

ных замен. Интересно отметить, что, помимо 

обнаружения мутаций устойчивости, все изо-

ляты A2 имели замену L217R в S-регионе. От 8 

до 15% пациентов, начинающих лечение адефо-

виром, изначально не реагируют на терапию; 

ряд исследователей сообщали о связи есте-

ственного полиморфизма L217R, характерного 

для генотипа A2, с пониженной чувствитель-

ностью к адефовиру [17]. Дополнительно мы от-

метили 12 случаев выявления в регионе обрат-

ной транскриптазы мутации M129L, которая, 

по мнению некоторых авторов, может оказаться 

связанной с устойчивостью к тенофавиру [15, 31].

Отметим среди изолятов скГВ случаи выяв-

ления стоп-кодона W28* и замены W28S в preCore 

регионе. Несмотря на то что пурин-пуриновые 

точечные замены более часты, чем пурин-пи-

римидиновые, не исключено, что замена UGG 

(триптофан) на UCG (серин) представляет собой 

шаг в переходе к UAG, то есть к стоп-кодону, яв-

ляющемуся следствием мутации G1896A, при-

водящей к усечению предшественника HBeAg 

и отмене экспрессии антигена. Как известно, 

этот полиморфизм характерен для изолятов 

от HBeAg-отрицательных больных, инфици-

рованных вирусом генотипа D [28]. Косвенным 

подтверждением такого предположения является 

обнаружение образца с вариантом замены W28*S.

Для большинства выявленных в регионе 

Core аминокислотных замен достоверных све-

дений об их клинической значимости не суще-

ствует. Однако известны сайты иммунного рас-

познавания HBcAg, в том числе эпитопы-ми-

шени для CD4+ Т-клеток человека (аминокис-

лотные позиции 1–20, 50–69, 81–105, 117–131, 

141–165), цитотоксических Т-лимфоцитов/CD8+ 

Т-клеток (аминокислотные позиции 18–27, 88–

96, 130–140, 141–151), эпитопы В-клеток (ами-

нокислотные позиции 74–89, 107–118, 127–138). 

Мутации в таких иммуноактивных участках 

HBcAg имеют жизненно важное значение для 

персистенции вируса, иммунного ответа хозяи-

на и прогрессирования заболевания [12]. Таким 

образом, среди обнаруженных аминокислотных 



1137

2023, Т. 13, № 6 Скрытый гепатит В у доноров в С Пб

замен ряд мутаций имеет потенциальное кли-

ническое значение, способствуя развитию ХГВ, 

например, локализованные в участках эпитопов 

Т-клеток (T12S, S21T/H/A/Q, F24Y, V27L, L55I, 

E64D, M66L/R, T67N/S, A69V/S, D83E, N87S, 

V89D, N90H, T91N, N92H, M93V, L95I, I97F/L, 

I105V, Y118D, P130A, A131T, P135S, N136D, T142L, 

L143R, T147C, V149I, R151P, S157T) и В-клеток 

(N74G/V, E77D, D78H, P79Q, A80I/T, D83E, 

N87S, V89D, T109S, F110L, E113Q/D, L116V/I, 

Y118D, P130A, A131T, P135S, N136D).

Особенно интересным результатом среди 

полученных данных нам кажется представлен-

ность мутаций вакцинного избегания ВГВ у всех 

доноров крови со скрытым ГВ. У изолята HBV_

OBI_SPb132 с нехарактерным для генотипа D 

серотипом adw2, помимо замен, показанных для 

всех ВГВ D, присутствовали дополнительно три 

мутации R122K, T127P, Q129R, также известные 

как мутации, способствующие инфицирова-

нию вакцинированных лиц и снижению веро-

ятности выявления HBsAg современными диа-

гностическими наборами. Ряд исследователей 

сообщали, что пациенты с скГВ несут большее 

количество мутаций в области pre-S/S, чем па-

циенты с HBsAg-позитивным ХГВ, что может 

вызывать снижение или изменения в секреции 

антигена, приводя к невозможности его об-

наружения [18, 25, 48]. Однако вирус при этом 

остается репликационно компетентным, мо-

жет передаваться при трансфузионных мани-

пуляциях и способен приводить к реактивации 

у подвергающихся иммуносупрессии реципи-

ентов, что особенно важно, так как переливание 

крови и ее компонентов назначается в первую 

очередь больным в тяжелых состояниях. Кроме 

того, значительный процент реципиентов со-

ставляют женщины и дети с ослабленным им-

мунитетом, и переливание крови от доноров 

с скГВ беременным женщинам может увели-

чить риск вертикальной передачи ВГВ, а у детей 

стать причиной развития хронического заболе-

вания за счет инфицирования в раннем возрас-

те [14]. Хотя расширение охвата вакцинацией 

против ВГВ как среди доноров, так и среди ре-

ципиентов несомненно значительно снижает 

риск трансфузионной передачи ВГВ, у 5–10% 

здоровых вакцинированных лиц не удавалось 

добиться ответа. В то же время у людей с скГВ 

нередко одновременно с ДНК вируса выявля-

ют вакцинные антитела, а сами больные под-

тверждают факт вакцинации [19, 30, 38]. Можно 

предположить, что именно с обнаруженными 

escape-мутациями связана показанная нами вы-

сокая частота встречаемости скГВ среди доноров 

крови, так как escape-мутация изменяет высту-

пающую петлю детерминанты «a» и ранее суще-

ствовавшие нейтрализующие антитела не могут 

адекватно распознавать измененный эпитоп, по-

зволяя мутантному вирусу избежать нейтрали-

зации [32]. Чтобы подтвердить или опровергнуть 

это предположение необходимо продолжение 

исследований распространенности скГВ у доно-

ров крови в разных регионах с последующей мо-

лекулярно-генетической характеристикой ВГВ.

Заключение

Показана распространенность скрытого 

хронического вирусного гепатита В среди пер-

вичных и кадровых доноров крови в Санкт-

Петербурге. Выявление HBsAg-негативного 

ГВ связано как с истинным скрытым ХГВ, так 

и с ложным, обусловленным циркуляцией в по-

пуляции вариантов вируса с мутациями, пре-

пятствующими распознаванию HBsAg анти-

телами при диагностике. Преобладание среди 

доноров крови изолятов ВГВ, несущих одно-

временно мутации, приводящие к диагности-

ческой неудаче тестов на HBsAg и профилак-

тической неэффективности иммуноглобули-

на или вакцин и реактивации вируса, а также 

мутации, способствующие прогрессированию 

заболевания, очевидно несет угрозу здравоох-

ранению и нуждается в дальнейшем изучении.
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